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論文内容の要旨
【目的】 1 )乳癌において同じ病期の患者に同様に治癒切除が行われたとしても術後早期再発してくるもの，晩期再
発するものなどその予後は必ずしも一定でない。このような多様な経過をたどる乳癌の生物学的特徴を明らかにする
ことは治療の選択において有用であると考えられる。本研究では乳癌の生物学的特徴を細胞周期調節関連蛋白の観点
から検討した。 1) Rb 蛋白 (pRB) は，細胞周期の negative regulator として知られ，その異常は癌の発生・進展に
関与することが知られている。 pRB の機能は細胞周期を制御する cyclin/Cdk をはじめとしたプロテインキイナーゼ
によるリン酸化により制御されると考えられている。すなわち，通常の細胞周期では pRB は G1 期には低リン酸化型，
S 期以降は高リン酸化型として存在し，低リン酸化型が活性型で高リン酸化型が不活化型であると考えられている。
本研究では乳癌における pRB の発現を免疫組織学的に調べ，次にその機能を検討するため Western blotting を行い
そのリン酸化状態を調べた。さらにぐその調節蛋白である cyclin E, Cdk2 , Cdk2 インヒビターである p21/Cip1/Wafl
(p21) の発現を免疫組織学的に調べた。
2) p21 は in vitro で wild-type p53によって発現誘導される系が明らかとなっている。そこで，乳癌組織における
p21 , p53の関係を免疫組織学的に検討するとともに，これらが予後因子として有用であるかどうか検討した。
【方法と成績} 方法: 1) 原発性乳癌70例のリン酸緩衝ホルマリン固定標本を用いて，抗 pRB 抗体 (PharMingen 社)
を 1 次抗体とする ABC 法で免疫組織染色を行った。そして，免疫染色で pRB 発現が認められたもののうち 30例に対
し，そのリン酸化状態を調べるため抗 pRB 抗体を用いた Western blotting を行うとともに，抗 Cdk2 抗体 (UBI 社) , 
抗 Cyclin E 抗体 (üncogene Science 社) ，抗 p21抗体 (üncogene Science 社)を 1 次抗体とする ABC 法により免疫
組織染色を行いこれら蛋白の発現を調べ， pRB のリン酸化との関連について検討した。なお，判定は光顕下で(癌部，
正常部いずれにおいても)全体の10%以上に染色性が認められるものを陽性， 10%未満を陰性とした。
2 )原発性乳癌104例のリン酸緩衝ホルマリン固定標本を用いて， p21抗体，抗 p53抗体 (Novocastra 社)を 1 次抗
体とする ABC 法により免疫組織染色を行い両蛋白の発現を比較検討した。さらに，両蛋白の発現と臨床病理因子およ
び術後無病期間 (DFI)との関係をそれぞれど検定， Kaplan-Meier 法により解析した。さらに， Cox の多変量解析
により再発予後因子の解析を行った。
成績: 1) 抗 pRB 抗体を用いた免疫組織染色の結果， pRB 陽性症例は70例中52例 (74%) であった。一方，正常乳
腺では乳管上皮細胞の一部にわずかな陽性細胞がみられたにすぎなかった。この乳癌52例中30例について，そのリン酸
化状態を調べたところ， 25例 (83%) か低リン酸化型， 5例が高リン酸化型であった。
これら 30例において， cyclin E/Cdk2 は癌組繊と離れた正常乳腺組織ではほとんど発現がみられなかったのに対し
(陰性) ，癌部では30例全例で病期に関係なく発現が認められた(陽性)。
一方， Cdk2インヒビターである p21 は30例中19例 (63%) で陽性だった。 pRB のリン酸化状態と p21の関係をみる
と， p21 は低リン酸化型 pRB を示した25例中18例 (76%) で陽性であったのに対し，高リン酸化型 5 例中 4 例で陰性で
あった。臨床予後因子との検討では，低リン酸化型 pRB 群ではリンパ節転移が有意に少なかった (p<0.05) 。
2 )乳癌104例における p21 ， p53の発現を調べた結果， p21 は51例 (49%) で， p53 は 33例 (32%) で陽性であった。
両蛋白の発現パターンを調べたところ， 76例 (73%) が相反した発現ノfターンを示した。すなわち， 47例が p21(十)/
p53 (-), 29例が p21( -) / p53( + )であった。 p21陽性症例は，リンパ節転移陰性で、組織学的悪性度が低く，かっ ER 陽
性の症例で有意に多くみられた (p<0.05) 。一方， p53陽性症例は組織学的悪性度の高い， ER 陰性の症例で有意に多
くみられたが (p<0.05) ， リンパ節転移との関連はみられなかった。
p53 , p21の発現と再発症例との検討では，再発は18例にみられそのうち 16例で p21が陰'性であった。術後無病期間
(DFI)との関係について検討したところ， p53 と DFI の聞には有意な関連は認められなかったが， p21陽性症例で. ~;士陰
性症例に比べ DF1 は長く，両者の聞に統計学的有意差がみられた (p<0. 001) 。また， Cox 解析から p21および組織学
的悪性度が再発予後因子として有用であることがわかった。
【総括】 cyclin E/Cdk2 は乳癌の初期段階から関与していることが示されたが，これらの機能は主に p21により制御さ
れていることが推察された。すなわち， p21陽性症例では cyclin E/Cdk2 の機能抑制により pRB のリン酸化が抑制(細
胞周期が制御)されているが， p21陰性症例では逆に Cdk2 による pRB のリン酸化促進がおこり細胞周期制御機能の破
綻・細胞増殖の充進がおこるものと推察された。臨床病理並びに治療成績との比較検討から， p21 は術後早期再発およ
びリンパ節転移を含む生物学的悪性度を示す一指標として有用であることが示された。
論文審査の結果の要旨
本研究は，乳癌の生物学的特徴を細胞周期調節蛋白の観点から検討する目的で， G1-S 期移行調節に重要な役割を果
す RB 蛋白 (pRB) の機能を Western blotting 法で調べるとともに， pRB の調節蛋白である p21 を中心とした細胞周
期調節蛋白の発現を免疫組織染色法により調べ，これらの関係について検討したものである。
乳癌において， pRB のリン酸化を促進する Cyclin E , Cdk2は全例でト高発現していたが， pRB は低リン酸化型(活
性型)で存在する症例が多かった。この点に関して， p21が発現している症例では低リン酸化型 pRB がほとんどであ
ったのに対し，高リン酸化型 pRB を示した症例のほとんどで p21が陰性であった。また， p21 と p53の発現を比較した
ところ，両者は相反した染色ノfターン (p21陽性の症例では p53陰性)を示すものが多かった。一方，臨床病理因子と
の検討で， p21 はリンパ節転移陰性， ER 陽性で組織学的悪性度の低い症例で有意に多く発現していた。さらに， p21陽
性群は陰性群に比べ術後無再発期間が長く，両群聞に有意差が認められた。
この研究によって， p21の発現している症例は pRB および p53 との細胞周期抑制系が保たれており， p21の発現は生
物学的悪性度および術後無再発期間を予測する重要な因子であることが示され，本研究は学位に値するものと考え
る。
